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Ca2+-регулируемый фотопротеинОбелинответственен за биолюминесценцию 
гидроидного полипаObelia longissima.Молекула фотопротеина представляет собой 
стабильный фермент-субстратный комплекс, состоящий из апопротеина – 
односубъединичного полипептида (~22 кДа) и «преактивированного» кислородом 
субстрата – 2-гидропероксицелентеразина, прочно, но нековалентно связанного с 
белком внутри гидрофобной полости, недоступной для растворителя. При связывании 
ионов кальция фотопротеин подвергается конформационному изменению, происходит 
реакция внутримолекулярного окислительного декарбоксилирования, продуктами 
которой являются СО2 и целентерамид в возбужденном состоянии, релаксация 
которого сопровождается излучением кванта видимого света. Продукт 
биолюминесцентной реакции – комплекс апопротеина с целентерамидом – является 
флуоресцентным белком, его принято называть разряженным обелином. Благодаря 
стабильности и нетоксичности разряженный обелин может быть использован как 
флуоресцентный маркер и индикатор ионов кальция [1] в биологических и 
медицинских исследованиях. Получены высокоактивные коньюгаты обелина с 
биоспецифичными молекулами – гаптенами, авидином или стрептавидином, 
иммуноглобулинами, пригодные для использования в качестве высокочувствительных 
репортеров в биолюминесцентном микроанализе. Экспериментально обоснована 
перспективность применения полученных коньюгатов для биолюминесцентного 
иммуноанализа на примере определения ряда биологически активных веществ – 
гормонов, онкомаркеров, инфекционных агентов в сыворотках. Показано, что 
коньюгаты обелин-авидин (или стрептавидин) являются высокочувствительными и 
быстрыми репортерами для определения биотинилированныхолигонуклеотидов в 
гибридизационном анализе продуктов ПЦР[2, 3]. Учитывая такой широкий спектр 
возможного применения обелина, вызывает интерес зависимость фотолюминесцентных 
свойств разряженного обелина, от концентрации ряда биомедицинских агентов, 
которые широко используются в медицинских и биологических исследованиях. Таким 
образом, целью работы было выявить закономерности влияния на флуоресцентные 
свойства разряженного обелина распространенных биомедицинских агентов глицерина, 
этанола, диметилсульфоксида (ДМСО) и полиэтиленгликоля (ПЭГ). 
Были изучены спектры флуоресценции разряженного обелина при различных 
концентрациях глицерина (0,06 – 0,36 М), этанола (0,01 – 1,18 М)[4], ДМСО (0,002 – 
2,65 М) и ПЭГ (2·10-5 – 0,042 М). В качестве примера на рисунке 1 представлены 
спектры испускания разряженного обелина при варьировании концентрации глицерина. 
При возбуждении 280 нм сложный спектр испускания разряженного обелина 
представлен излучением триптофанов (λmax=345 нм), целентерамида (λmax=503нм) и 
триптофановогоэксиплекса(λmax=660 нм). Из рисунка видно, что при увеличении 
концентрации глицерина, происходит рост интенсивности излучения триптофанов и 
эксиплекса, и спад интенсивности излучения целентерамида. Подобная картина 
наблюдалась, также, при варьировании концентрации этанола и ДМСО. В то время как 
в случае с ПЭГ напротив наблюдался
20%.  
Рисунок 1 – Спектры испускания
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